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Abstract of WO0018893 

The invention concerns a metiiod for obtaining a mixture of starch branching enzymes extracted from 
unicellular algae characterised in that it consists in modifying a unicellular algae such that it no longer 
expresses a starch debranching activity; in treating said modified unicellular algae so as to obtain a 
concentrated acelluiar extract; and in subjecting said concentrated aceliular extract to molecular sieving 
so as to obtain a mixture of starch branching enzymes extracted from algae. 
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(57) Abstract 

The invention concerns a method for obtaining a mixture of starch branching enzymes extracted from unicellular algae characterised 
in that it consists' in modifying a unicellular algae such that it no longer expresses a starch debranching activity; in treating said modified 
unicellular algae so as lo obtain a concentrated acellular extract; and in subjecting said concentrated acellular extract to molecular sieving 
so as to obtain a mixture of starch branching enzymes extracted from algae. 



(57) Abr^g^ 

L'invention concemc un procede d'obtention d'un melange d*enzymes de branchement de Tamidon extraites d'algues unicellul aires 
caract6ris6 par le fait que Ton modifie une algue unicellulaire de manifere h ce qu*elle n*exprime plus d'activit6 d6branchante de Pamidon, 
traiie ceite algue unicellulaire modifice de maniere a obtenir un extrait a-cellulaire concentre, et cffectue un tamisage moldculaire de cct 
extrait a-cellulaiie concentre de maniere d obtenir ledit melange d 'enzymes de branchement de Pamidon extraites d'algues. 
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PROCEDE DE PREPARATION D' UN MELANGE D 'ENZYMES DE 

BRANCHEMENT DE L'AMIDON EXTRAITES D'ALGUES 
La presents invention est relative a un precede de 
preparation d'un melange d' enzymes de branchement de 
I'amidon extraites d'algues unicellulaires . 

La prfesente invention a egalement pour objet un precede 
de modification de I'amidon et de ses derives mettant en 
oeuvre ledit melange/ ainsi que i'amidon et les derives 
d'amidon modifies ainsi 'obtenus . 

On entend par "amidon", au sens de la presente 
invention, I'amidon naturel ou hybrids issu de pomme de 
terre, de pomme de terre a haute teneur a amylopectine 
(fecule waxy), de mais, de ble, de* mais a haute teneur en 
amylopectine (mais waxy) , de mais a haute teneur en amylose, 
de riz, de pois ou de manioc, les coupes ou fractions qui 
peuvent etre faites ou obtenues des amidons, telles que 
I'amylose, 1 ' amylopectine, les coupes granulometriques 
connues de I'homme de 1 ' art sous les vocables d'amidon de 
ble "A" et amidon de ble "B" , et les melanges 
quelconques d'au moins dgux quelconques des produits 
susmentionnes . 

Au sens de 1' invention, on entend en particulier par 
"derives d'amidon", 1' ensemble des amidons modifies issus 
de la modification enzymatique, chimique et/ou physique, en 
une ou plusieurs etapes, de cet amidon. 

Les derives d'amidon peuvent notamment etre les amidons 
modifies par I'une au moins des techniques connues 
d' 6therif ication, d' esterif ication, de reticulation, 
d'oxydation, de traitement alcalin, d'hydrolyse acide et/ou 
enzymatique. 

La presente invention concerne egalement une 
composition enzymatique contenant des enzymes de branchement 
de I'amidon extraites d'algues unicellulaires, 
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significativement appauvrie en enzymes a activite amylasique 
et debranchante de I'aiaidon. 

Habitueliement, les sources les plus importantes et les 
plus variees c' enzymes de branchement, encore appelees 
enzymes de ramification, se trouvent chez les plantes ou 
elles participent a 1 ' edification du polymere de reserve 
qu'est * I'amidon. Ces enzymes sont plus particulierement 
impliquees dans la synthese de la fraction ramifiee de 
I'amidon/ 1 ' amylopectine, et dans la synthase des quelques 
points de branchement de la fraction lineaire de I'amidon, 
1 ' amylose. 

Ces enzymes de branchement de I'amidon catalysent 
• * 

I'hydroiyse des liaisons glucosidiques a-1/4 et leur 
transformation en liaisons glucosidiques a-1,6. Ces enzymes 
sont done des enzymes de transfert, nommement des 1,4-a-D- 
glucan : 1 , 4-a-D-glucan * (1/ 4-a--D-glucano) - 

transferases . 

Ces enzymes sont done avantageusement utilisees dans 
les domaines d' application ou il y a necessite de disposer 
d'amidon ou de derives d'amidon presentant une structure 
plus ramifiee que celle des amidons ou des derives d*amidons 
standards, par exemple dans des applications oil 
1 * indigestibilite et/ou 1' absence de tendance a la 
retrogradation de I'amidon ou de ses derives sont 
recherchees. 

Les enzymes de branchement de I'amidon sont d'une 
grande diversite. On les range habituellement en deux 
classes : les enzymes de branchement de I'amidon de type I 
et celles de type II. 

Les enzymes de branchement de type I branchent les 
structures lineaires telles que 1' amylose,. a une vitesse 
plus elevee que 1 ' amylopectine et elles transferent 
pr^f erentiellement de longues chaines glucosidiques (Degre 
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de Polymerisation ou D,P. moyen de ces chaines compris entre ' 
10 et 30) . 

A 1' inverse, les enzymes de branchement de type II 
branchent les structures lineaires telles que I'amylose, a 
5 une Vitesse plus basse que 1 ' amylopectine et transferent 
pref erentiellement de plus courtes chaines glucosidiques 
(D.P. moyen compris entre 3 et 9, et notamment D.P. 6 et 
D.P. 7) . 

Les specialistes dans le domaine de 1 'utilisation des 

10 enzymes de ramification s'accordent a dire que la 
preparation des enzymes de branchement de I'amidon a partir 
des plantes superieures n'est realisable industriellement 
qu'en ayant recours aux techniques de I'ADN recombinant, qui 
necessitent cependant de mettre en oeuvre des travaux longs 

15 et coCiteux. 

Dans ces conditions, il est souvent decide 
d' entreprendre les recherches des enzymes de ramification 
dans le monde microbien ou 1 ' accessibilite auxdites enzymes 
est plus aisee qu'a partir des plantes superieures. 

20 , On entend par monde microbien 1' ensemble des micro- 

organismes vivants tels que notamment les bacteries, les 
levures, les mcisissures et les algues unicellulaires . 

Les enzymes de branchement que I'on peut isoler des 
bacteries ou des levures et qui sont capables de modifier 

25 I'amidon et ses derives sont les enzymes de branchement qui 
participent a la synthese d'un autre polymere de reserve, le 
glycogene. Ces enzymes de branchement du glycogene 
appartiennent au meme groupe que les enzymes de branchement 
de 1' ami don, meme si leur specif icite d' action -est 

30 differente, et ce surtout en termes de longueur de chaines 
glucosidiques transferees (D.P. moyen de 3 a 5) . 

Le brevet US 4 454 161 decrit par exemple une enzyme de 
branchement du glycogene isolee de Bacillus megateriumr 
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utilisfee pour ameliorer la qualite de I'airddcn de differents 
aliments, en empechant la tendance a la retrogradation des 
. structures preparees a partir de I'amidon et en augmentant 
leur indigestibilite et done leurs proprietes de fibres 
5 alimentaires . 

Le brevet EP 418 945 revendique egalement, pour la meme 
application que celle mentionnee ci-dessus, 1 'utilisation 
d'une enzyme de branchement du glycogene thermostable et 
isolee de Bacillus stearothermophllus . 

10 Cependant, si ces deux brevets montrent que I'on peut 

aisement produire et utiliser les enzymes de branchement du 
glycogene pour modifier I'amidon et ses derives, ce type 
d' enzyme est loin d'egaler la specificity et la diversite 
d' actions des enzymes veg6tales de branchement de I'amidon. 

15 Ces enzymes ne repondent done pas a la demande sans cesse . 
croissante d'une plus grande variete de composes ramifies 
nouveaux dans leurs structures et dans leurs propriet6s. 

Pour remedier aux inconvenients des enzymes de 
branchement du glycogene, une source avantageuse d'enzynies 

20 -de ramification consiste en I'algue unicellulaire, qui 
accumule de I'amidon et possdde done, tout corame les plantes 
superieures, des enzymes de branchement de I'amidon, 

Les enzymes de branchement que I'on peut isoler des 
algues unicellulaires ont ete decrites par FREDERICK (1973, 

25 Ann. N. Y. Acad. Scl.r HQ, 254-2 64), qui a ete I'un des 
premiers a rapporter 1' existence d'une enzyme Q dans I'algue 
ChJoreiJa pyrenoidosa, enzyme capable de transferer sur 
I'amylose une distribution de longueur de chalnes 
glucosidiques caracteristique de 1 ' amylopectine . 

30 ' Cette enzyme a ete purifiee a partir de gels de 

polyacrylamide dans lesquels on a fait migrer par 
eiectrophorese toutes les enzymes extraites de cette algue. 
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Cependant, un tel precede electrophoretique, relevant 
des techniques analytiqueS/ ne peut en aucune maniere 
conduire a I'obtention d'une quantite suffisante d' enzymes 
qui puisse permettre d'en envisager une application 
5 industrielle visant a transformer, en les branchant, de 
I'amidon ou ses derives. 

II est done necessaire d* avoir recours aux techniques 
classiques de purification des enzymes de branchement de 
I'amidon a partir des plantes super ieures, si I'on souhaite 
10 disposer de. quantites plus importantes d* enzymes de 
branchement de I'amidon extraites d'algues unicellulaires . 

Cependai^t, la mise en oeuvre des methodes d' extraction 
et de purification des enzymes de branchement de I'amidon 
s'accompagne d'un certain nombre de difficultes, liees a la 
15 presence d' enzymes contaminantes qui perturbent, voire 
inhibent I'activite desdites enzymes de branchement. 

Deux categories d' enzymes contaminantes sont 
generalement decrites lors des precedes de purification des 
enzymes ce branchement de I'amidon que I'on extrait a partir 
20 des plantes superieures, enzymes contaminantes presentes^ 
egalemeht chez les algues unicellulaires. 

II Skagit des enzymes a activite amylasique et des 
enzymes a activite debranchante de I'amidon (principalement 
a activite de type isoamylase qui hydrolysent specif iquement 

25 les liaisons a-1,6). 

L' elimination des activites amylasiques contaminantes 
conditionne la stabilite des produits branches que i'on 
obtient apres avoir fait agir les enzymes de branchement sur 
les amidons ou ses derives. Sans cette precaution, les 

30 produits de branchement seraient partiellement ou totalement 
degrades . 

L' elimination des enzymes a activite amylasique est 
done habituellement consideree comme la premiere operation 
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a realiser en prealable a tout procede de purification 
prcprement dit- 

Cette elimination des activites amylasiques est 
effectuee par separation chroma tographique, generalement par 
5 chroKiatographie echangeuse d' anions (Mac DONALD et PREISS, 
1983, Plant Physiol., 22, 175-178 et 1985, Plant Physiol., 
18, 849-852) . 

Les enzymes a activite debranchante constituent 
* cependant le probleme maj'eur rencontre pour I'isolement des 
10 enzymes de branchement de I'amidon. En effet, ces enzymes 
debranchantes sont co-purifiees avec les enzymes de 
branchement de I'amidon, car elles possedent des propri6t6s 
physico-chimiques voisines. 

Dans ces conditions, pour preparer select ivement les 
15 enzymes de branchement de I'amidon, et quelle que soit la 
methode de purification employee, il faut avoir recours a 
des conditions operatoires et des etapes de separation 
chromatographique supplementaires tout a fait particulieres 
et lourdes, ce qui ccmplique alors les procedes de 
20 preparation des enzymes de branchement de I'amidon. 

On constate done que les procedes permettant de 
preparer les enzymes vegetales de branchement de I'amidon 
decrits dans I'etat de la technique presentent tous 
1' inconvenient de necessiter de multiples etapes de 
25 • purification longues et f astidieuses . 

II resulte de ce qui precede qu'il y a done necessite 
de trouver un moyen permettant : 

- de disposer d'une plus grande variete d' enzymes de 
branchement de I'amidon, afin de conduire a I'obtention 
30 d'amidon et de derives d' ami don originaux tant dans leurs 
structures que dans leurs proprietes, ceci de maniere a 
trouver de nouvelles applications a I'amidon et ses derives 
notamment en Industrie alimentaire, et 
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de preparer de maniere simple, efficace et 
industrialisable ces enzymes de branchement de I'amidon. 

La societe Deiuai^deresse a trouve/ apres de nombreuses 
recherches, qu'un tel moyen pouvait consister en un precede 
5 particulier de preparation d* enzymes de branchement de 
I'amidon a partir d'algues unicellulaires . 

De maniere plus precise, la presente invention, a pour 
objet Un proc^de de preparation d'un melange d 'enzymes de 
branchement de I'amidon extraites d'al^ues unicellulaires," 
10 caracterise par le fait que I'ori : 

a. modifie une algue unicellulaire de maniere a ce 
qu'elle n'exprime plus d'activite debranchante de I'amidon, 

b. ' traite cette aigue unicellulaire modifiee de maniere 
a obtenir un extrait a-cellulaire. concentre, 

15 c. effectue un tamisage moleculaire de cet extrait a- 

cellulaire concentre de maniere a obtenir ledit melange 
d'enzymes de branchement de I'amidon extraites d'algues. 

Le melange d'enzymes de branchement de 1 * ami don selon 
1 ' invention est constitue de 1' ensemble des enzymes de 

20 branchement de I'amidon de type I et de type II de 1' algue 
unicellulaire . 

La premiere etape du precede conforme a 1' invention 
consiste a modifier une algue unicellulaire de maniere a ce 
quelle n'exprime plus d'activite debranchante de I'amidon. 

25 Ce faisant, la societe. Demanderesse a vaincu un prejuge 

technique particulierement fort, puisqu'il a toujours ete 
recommande d'eliminer en premier lieu les activit^s 
amylasiques contaminantes . En effet, ces activites 
enzymatiques genent les mesures des activites de branchement 

30 de I'amidon effectuees dans les differentes fractions 
prelevees au coiirs des etapes de purification. 

La societe Demanderesse a cependant trouve que 
1 'utilisation d'algues unicellulaires se pretait 
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avantageusement a une etape prealable d' elimination de 
I'activite debranchante de 1 ' amidon/ • ce qui pennet alors de 
s^parer ef f icacement les enzymes de branchement des enzymes 
de debranchement de 1 ' ami don . 
5 La societe Demanderesse a done imagine de modifier 

I'algue unicellulaire pour en eliminer I'activite 
enzymatique de debranchement de I'amidon plutot que de 
mettre en oeuvre comme habituellement une etape de 
■separation chromatographique . 

10 De maniere pref erentielle, on modifie I'algue 

unicellulaire par mutation, et plus particulierement encore 
par mutation par insertion au locus du gene .codan,t pour 
1* enzyme debranchante de I'amidon. 

On entend par locus, la position sur le chromosome ou 

15 est localise le gene codant pour I'enzyme d'interet, en 
1' occurrence ici 1' enzyme de debranchement de I'amidon. 

La mutation par insertion, connue de I'homme du metier, 
consiste a favoriser 1 ' integration ponctuelle de fragments 
d'ADN dans le genome de I'algue unicellulaire. La selection 

20 ^ des mutants qui ne produisent plus d'amidon mais accumulent 
du phytoglycogene permet d'isoler les mutants d' insertion au 
locus codant pour 1 * enzyme debranchante de I'amidon. 

On choisit comme algue unicellulaire, une algue de 
I'ordre de volvocales, pref erentiellement de la famille des 

25 chlorophycae et avantageusement I'algue verte Chlamydomonas 
reinhardtii. De maniere encore plus pref erentielle, on 
choisit une algue verte Chlamydomonas reinhardtii depourvue 
d'activite debranchante de I'amidon par mutation par 
insertion au niveau du locus sta 7. 

30 La deuxieme etape du procede conforme a 1 ' invention 

consiste a traiter cette algue unicellulaire modifiee de 
maniere a cbtenir un extrait a-cellulaire concentre. 
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Dans le cadre de la presente invention, I'extrait a- 
cellulaire est defini coitune 1' ensemble des proteines a 
activites enzyinatiques ou non, qui seront extraites du 
concentrat d'algues unicellulaires . 
5 On obtient cet extrait a-cellulaire en realisant tout 

dabord une culture de cette algue unicellulaire modifiee a 
grande echelle, de maniere a obtenir une culture de densite 
cellulaire optimale. 

Cette culture est a adapter a la physiologie de 1' algue 
10 unicellulaire consideree, en termes de sources carbonees et 
azotees . dir.^otement assimilables', de duree et de conduite de 
fermentation. 

Pour 1 'algue mutante Chlamydomonas . reinhardtil , on 
conduit la culture de pr6f6rence jusqu'^ la fin de la phase 
15 exponentielle de croissance. , 

On concentre ensuite la suspension cellulaire obtenue 
au terme de la culture pr6c§dente par le moyen d'un 
s6parateur de cellules, par exemple par centrif ugation ou 
• filtration sur un support dont la porosity est adaptee a la 
20 taille des cellules collectees. 

Pour 1' algue mutante Chlamydomonas reinhardtii , on 
conduit par exemple cette etape de concentration par 
centrifugation de maniere a atteindre une densite 
pr^ferentiellement superieure a 10^ cellules/ml, valeur pour 
25 laquelle- la societe Demanderesse a obtenu le melange 
d' enzymes de branchement de I'amidon avec le meilleur 
rendement . 

L'extrait a-cellulaire est enfin obtenu a partir du 
concentrat d'algues unicellulaires par rupture des 
30 enveloppes membranaires des algues unicellulaires par toute 
methode de lyse connue de I'homme du metier, notamment de 
maniere mecanique, sonique, chimique ou enzymatique. Selon 
un mode preferentiel de realisation conforme a 1' invention, 



WO00/l«893 PCT/FR99/02261 

10 

on choisit d'effectuer une lyse mecanique, par exemple par 
le broyage des algues unicellulaires .concentrees a la presse 
de FRENCH puis filtration pour- eliminer les debris 
insolubles. 

La troisieme §tape du precede conforme a 1' invention 
consiste a effectuer un tamisage moifeculaire de cet extrait 
a-cellulaire concentre de maniere a obtenir le melange 
d' enzymes de branchement de I'amidon extraites d' algues. 

Cette etape de tamisage moleculaire peut cpnsister 
avantageusement en une separation chromatographique ou en 
une separation siir membrane d' ultrafiltration, de preference 
une separation chromatographique sur gel filtration.. 

' Prealablement a cette etape, il peut etre avantageux 
d' eliminer les composes hydrophobes susceptibles de diminuer 
I'efficacite de 1 ' etape de tamisage moleculaire. Ces 
composes hydrophobes sont principalement constitues par les 
pigments chiorophylliens de I'algue unicellulaire . 

Ce resultat est obtenu par exemple par precipitation ou 
par traitement chromatographique desdits pigments. 

Or; choisit avantageusement, afin de limiter au maximum 
les etapes de separations chromatographiques, la 
'precipitation des pigments au polyethylene glycol et 
preferentiellement, a la protamine sulfate. 

L- etape de tamisage moleculaire permet de fractionner 
1- ensemble des proteines, a activites enzymatiques ou non, 
extraites du concentrat d' algues unicellulaires et de 
recuperer les fractions de poids moieculaires correspondant 
a la taille des enzymes de branchement de I'amidon, taille 
habituellement comprise entre 70 000 et 90 000 daltons. 

Selon un mode preferentiel conforme a 1' invention, on 
choisit une colonne de gel filtration dont le support 
presente une porosite qui permet de resoudre des proteines 
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dont la' taille moleculaire est celle des enzymes de 
branchement de I'amidon extraites d'algues. 

Pour ce faire, on peut utiliser une colonne de gel 
filtration .de type allyl-^dextran-sephacryl, de gamme de 
5 fractionnement 1 000 a 100 000 daltons, qui conduit ainsi en 
un seul' passage a obtenir un melange d' enzymes oO les 
activit^s de branchement de I'amidon sont presentes dans les 
premieres fractions d'elution. 

La mesure.des activites amylasiques, mais aussi celle* 
10 des activites, de branchement de l'*amidon, est effectuee dans 
chacune des fractions collectees. 

De maniere surprenante et inattendue; . la ' aociete 
Demanderesse a constate que I'on obtient ainsi, par la 
recuperation des toutes premieres fractions eluees, le 
15 melange des enzymes de branchement de I'amidon debarrasse 
egalement de tout ou grande partie des activites 
amylasiques. 

Le precede conforme 'a 1' invention conduit en fait a une 
elution retardee des proteines a activites amylasiques au 
20 benefice des enzymes a activites de branchement de l»^amidon. 

Toutes les fractions enrichies en activites de 
branchement, et debarrassees de tout ou grande partie des 
activites amylasiques sont finalement rassemblees et 
constituent le melange d' enzymes de branchement de I'amidon 
25 extraites d'algues unicellulaires conforme a 1' invention. 

De maniere generale, on obtient ainsi en tant que 
produit nouveau, une composition enzymatique caracterisee en 
ce qu'elle contient un melange d' enzymes de branchement de 
I'amidon de type I et de type II extraites d'algues 
30 unicellulaires et en ce qu'elle est signif icativement, voire 
totalement appauvrie en enzymes a . activites amylasique et 
debranchante de I'amidon. 
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Les enzymes de branchement de 1 ' ami don obtenues en 
melange et ccntenues dans la composition enzymatique selon 
1' invention vont ensuite permettre d'effectuer la 
modification des amidons et/ou ses derives. 
5 De maniere pref erentielle, on choisit de modifier une 

structure derivee de I'aitiidon deja branchee, et plus 
pr§f erentiellement 1 ' amylopectine . 

La modification d'une structure polyglucosylee de type 
"amylopectine est d^terminee dans un premier temps par la 

10 mesure de la variation de la longueur d'onde du maximum 
d' absorption du complexe form§ entre 1 • amylopectine modifiee 
et I'iode, par rapport a la longueur d'onde du temoin 
amylopectine non modifiee. Une variation de plus de lOnm 
traduit une modification, significative de la structure de 

15 depart. 

On mesure egalement la taille des chaines glucosidiques 
transferees sur 1 • amylopectine en r^alisant, in vitro, 
1' incubation de 1 ' amylopectine avec le melange des enzymes 
de branchement de I'amidon extraites d'algues, son 

20 traitement a I'isaamylase de maniere a cliver tous les 
.points de branchement en 6-1,6, et la determination de la 
longueur des chaines ainsi liberees par methodes 
chromatographiques, par exemple par chromatographie 
anionique avec detection amperometrique . 

25 On realise ensuite la comparaison des longueurs de 

chaines ainsi obtenues avec celles Iib6r6es de 
1' amylopectine standard debranchee par la meme technique, ce 
qui permet de caracteriser 1 ' amylopectine modifiee. 

Les chromatogrammes obtenus par chromatographie 

30 anionique avec detection amperometrique (DIONEX) indiquent 
habituellement une majorite de chaines de D.P. 6, D.P. 7 et 
D.P. 8, avec tres peu de D.P. 1 a D.F. 5 pour 1 'amylopectine 
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standard) alors que I'on obtient au contraire une raajorite 
de chaines de D.P. 1 t D.P. 5 pour 1 'amylopectine modifiee. 

En regard des profils de distribution des longueurs de 
chaines transferees par les enzymes de branchement de 
I'amidon des plantes sup6rieures (D.P. moyen de 10 a 30 pour 
les enzymes de branchement de I'amidon de type I et D.P. 
moyen de .6 a 7 .pour les enzymes de branchement de I'amidon 
de type II), les produits obtenus apres modification par le 
melange des enzymes de branchement • de 1 ' amidon extraites 
d'algues sont, a la connaissance de la societe Demanderesse> 
nouveaux. 

D'autres, caracteristiques et avantages de .1 'invention 
apparaltront a la lecture des exemples non limitatifs 
decrits ci-dessous. 

Exemple 1. Obtention d'une algue unicellulaire 
Chlamydomonas reinhardtii ' d6p6urvue d'activites 
d6branchantes de I'amidon. 

La strat^gie -choisie repose sur 1 ' introduction d'une 
mutation par insertion chromosomique de plasmide dans 
ChJamydojnonas reinhardtii, en suivant le protocole etabli 
par KINDLE et al., 1989, in The Journ. Cell Biol, iO£, 2589- 
2601. 

Une souche sauvage de Chlamydomonas reinhardtii sans 
parol, defectueuse pour 1 ' arginosuccinate lyase, est 
cultivee sur milieu HSA (E. HARRIS Ed., 1989, 25-63. 
Academic Press, San Diego, Calif.) complemente en arginine 
a raison de 1 ml de solution a 100 mg/1 d'arginine sterile 
par litre de culture. Les cultures sont stoppees en phase 
exponentielle de croissance, a la densite cellulaire de 
2.10^ cellules/ml et concentrees a 2.10 <!ellules/ml par 
centrifugation a 3 000 g pendant 10 min. 

Dans un tube de 15 ml, 0,5 ml de cette suspension 
cellulaire sont melanges avec 0,5 ml de billes de verre de 
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1 mm de diametre et 10 ]xg d'ADN constitues par le plasmide 
pARG7.8, dans lequel a ete introduit une sequence de 7,8 kbp 
issue du genome nucleaire de Chlamydomonas reinhardtii et 
codant pour I'argino-succinate lyase. Les tubes sont ensuite 
agites vigoureusement pendant 1 min. Apres ajout de 10 ml de 
milieu HSA complements en arginine, les cellules sont 
immeciatement transferees dans un second tube, pour eliminer 
les billes de verre. 

Apres centrifugation a 3 000 g pendant 10 min, les 
cellules sont reprises dans 400 yl du milieu KSA et etalees 
sur milieu gelose HSA sans arginine. 

Les 15 000 transformants ainsi obtenus, * devenus 
prototrophes pour 1' arginine, sont ensuite cribles afin de 
trouver les souches deficientes pour la biosynthese de 
I'amidon. Apres 5 jours de culture sur milieu gelose carence 
en azote, les colonies sont colorees par les vapeurs d'iode 
directement sur la boite de Petri, Les colonies sauvages 
apparaissant bleu-nuit, tous les autres transformants sont 
selectionnes . 

A 1' issue de cette mut^igenese, les souches d'un 
phenotype nouveau sont isolees. Celles-ci presentent une 
production d'amidon reduite a moins de 0,1% de celle 
accumulee chez la souche sauvage. Ce phenotype original 
resulte de 1' alteration du gene STA 7, responsable de la 
synthese de l^activite debranchante de I'amidon. 

Exemple 2. Culture de I'algue mutante et obtention de 
I'extrait a-cellulaire depigmente. 

On cultive I'algue mutante en milieu' HSA jusqu'a 
atteindre une densite cellulaire de 9.10^ cellules/ml, 
caracteristique de la phase stationnaire . 

On inocule ensuite 10 litres de milieu HSA avec la 
culture precedente de maniere a obtenir une density 
cellulaire initiale de 5.10^ cellules/ml, en maintenant . une 
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agitation constante et sous lumiere continue de 2 000 a 
4 000 lux. Les cultures sont arret6es lorsque leur 
concentration finale est de 4.10^ cellules/ml. On concentre 
les algues uniceilulaires ^ 6 4,5.10^ cellules/ml. Les 
cellules ainsi r6cup6r§es sont lys6es mecaniquement par 
deux passages a la presse de FRENCH k une pression de 7.10'' 

Pa. ... .... • . . 

Les proteines de i'extrait sont dosees par la methode 
de BRADFORD (Kit de dosage commercialise par la societe BIO-- 

RAD) . . . ' 

Les extraits a-cellulaires sont soumis a une 
precipitation des pigments par traitement a .50" ul/mi de 
protamine sulfate a 10 % pendant 15 mn dans la glace, puis 
centrifuges ^ nouveau a 10 000 g pendant 15 min a 4°C afin 
de recup6rer le surnageant. Pour amener le volume d'extrait 
h 2 ml, on pr6cipite ledit surnageant ' au sulfate d' ammonium 
^ 35 %. Sur les 287 mg de proteines totales obtenus dans 
I'extrait brut, les Stapes de depigmentation et de 
precipitation au sulfate d' ammonium ont conduit a recuperer 
75 mg de,. proteines totales, .et ont permis d'eliminer 50 % 
des proteines autres que les enzymes de branchement de 
1 ' amidon . 

Exemple 3. Separation chroma tographique et preparation 
du melange des enzymes de branchement de 1' amidon extraites 
d' algues. 

Les 75 mg de proteines dans 2 ml d'echantillon sont 
deposes sur une colonne FPLC SlOO / sephacryl 2,6 x 60 cm de 
PHARMACIA sur un support allyle dextran ponte par du N,N' 
methylene bis-acrylamide en gel sph^rique d'un diam^tre de 
25 a 75 urn caracteris^ par sa gamme de f ractionnement 
comprise entre 1 000 et 100 000 daltons. 

Le debit de sortie de la colonne est fix^ ^ 2 ml/min et 
des fractions de 2 ml sont recuperees par un collecteur de 
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fractions coirar.ercialise par la societe PHARMACIA. Le tampon 
d'elution utilise est un tampon Acetate renfermant de 
1' acetate de sodium 50 mM at du dithiothreitol 10 roM, le pH 
etant a juste a 6 par I'acide ac6tique. 

On realise le dosage des activites de branchement dans 
toutes les fractions collect^es par la .m^thode de dosage 
indirecte ^ la phosphorylase A. 

20 pi d'echantillons sont ajoutes a 180 pi d'un melange 
■reactionnel renfermant dii citrate de sodium 250 mM a pK 1, 
de 1 'adenosine 5' monophosphate 1 mM, de la phosphorylase A 
de muscle de lapin a 0,2 pg/pl, du glucose-1 -phosphate 45 mM 
et du [U-14C] glucose-l-phosphate a 3,8 -pM (dont la 
radioactivite specif ique est de 10,5' . 10^ Bq/mmol) . 

Apres une heure a 30»C, la reaction est arretee par 
ajout de 800 pi d'acide trichloroacetique 10 %- Les 
pr6cipit6s, apr§s une nuit b. 4''C, sont filtres sur papier 
WHATMAN de porosite 1 pm, rinces par 5 ml d'acide 
trichloroacetique 5%, par 5 ml d'eau, et enfin par 5 ml 
d'ethanol a 70 %. Le comptage radioactif est realise par un 
compteur BECKMAN apres avoir place les filtres dans des 
.fioles de comptage contenant 3 ml de liquide scintillant. 

•> Une unite d'enzyme de branchement se definit dans de 
telles conditions comme une nanomole de glucose-l-phosphate 
incorporee par minute . 

On realise ensuite le dosage des activites amylasiques 
sur chaque fraction. 100 pi de cheque fraction vont etre 
soumis a une denaturation des proteines a lOO'C pendant 5 mn 
en presence de sodium dodecyl-sulf ate 1% et mercapto^thanol 
5% dans un volume final de 115 pi, puis deposes sur un gel 
de polyacrylamide (30/1 de acrylamide/bis-acrylamide) a 
7,5 % , tris HCl 250 itiM pH 8,8 et SDS 0,1 %, contenant 
0,3 % d'amidon soluble de pomme de terre pour 1' analyse en 
suivant la technique dite du zymogramme amidon. 
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Les activites hydrolytiques vont entrainer une 
hydrolyse locale de I'amidon contenu dans le gel et sont 
visualisees apres migration (61ectrophorese de 70 mn a 15 V 
cm-l ; temperature ambiante; tampon : tris-glycine 25 mM pH 
8,3 , dithiothreitol 1 mM, sodium dodecyl-sulf ate 
0,1 renaturation (2 heures sous agitation lente; 

temperature ambiante; tampon tris 40 mM) , incubation (une 
nuit sous agitation lente a temperature ambiante en tampon 
tris-glycine 25 mM a pH 8,3 et dithiothreitol 20 mM) et 
enfin coloration a I'iode. ' . ' 

La couleur des dextrines residuelles engendree par 
1' action de , ces enzymes renseigne sur la. nature de 
I'activite enzymatique detectee. 

Les 8 premieres fractions, i^epresentant 16 ml, pour 
lesquelles I'activite des enzymes de branchement est 
optimale (de I'ordre de 17 340 unites d'activite de 
branchement), et les activites amylasiques minimales (peu ou 
pas d'activite amylasique' visualisee sur gel) constitueront 
le melange des enzymes de branchement de I'amidon extraites 
de 1 ' algue . • 

Exemple 4. Modification de 1 ' amylopectine de mais par 
le melange des enzymes de branchement de I'amidon extraites 
de 1' algue. 

On realise d'abord 1* estimation des activites 
branchantes de I'amidon du melange des enzymes d'algues, par 
la mesure de la longueur d'onde du maximum d' absorption du 
complexe forme par 1 ' amylopectine modifie avec I'iode, 300 
pi de melange d' enzymes contenant 131 unites d'activite de 
branchement sont ajoutes a 10 pi d'une solution a 15 ug/ul 
d' amylopectine commerciale de mais obtenue par dissolution 
de 2.25 mg dans 12 ml de dimethyl sulfoxyde 90 % pendant 10 mn 
a 100°C, suivi de la precipitation par 36 ml d'ethanol une 
nuit a 4*^C, centrif ugation 15 mn a 4 000 g et resuspension 
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dans 15 ml d'eau, le pK etant a juste a 7 pour favoriser les 
reactions de branchement) . 

Apres incubation une nuit ^ SO'C, le produit branchS' 
est precipite par 3 volumes d'ethanol durant 12h a 4°C puis 
il est centrifuge ^ 10 000 g pendant 15 mn k 4*C. 

Un spectre d' absorption entre 400 et 700 nm est r6alis§ 
a partir du produit branche qui est redissout dans 100 pi de 
soude 0, 01 N puis 60 pi de cette solution est melange a 
'400 ]il d'iode IX (0,0025%' de 12 ; 0,25 % de IK). 

La longueur d'onde du complexe amylopectine de mals 
avec I'iode est de 530 nm, et celui du complexe amylopectine 
de mals modifiee par le melange d' enzymes de .branchement 
d'amidon extraites d'algues avec I'iode est de 505 nm. La 
difference de 25 nm traduit bien une modification 
significative de 1 • amylopectine et 1' apparition de nouveaux 
branchements de cette structure. 

La determination des longueurs de chaines resultantes 
du traitement de 1 • amylopectine par le melange des enzymes 
de branchement de I'amidon extraites d'algues a ete 
effectuee comme suit : 17,6 mg d' amylopectine ^sont incubes 
avec 17000 unites d'activites de branchement da.ns un volume 
de 21 ml, ajuste a pH 7,5. Apres une incubation pendant 6 h. 
a 30°C, le produit branche est precipite par 3 volumes 
d'ethanol durant une nuit a 4°C puis il est centrifuge a 
10000 g pendant 15 mn a 4°C. 

17,6 mg d' amylopectine ainsi modifiee sont repris dans 
1,1 ml d'eau et agites vigour eusement, puis on ajoute 
0,17 ml de DMSO et porte le melange ^ 100°C dans un tube 6 
hydrolyse au bain-marie REACTI -THERM, avec agitation, sans 
vide, pendant 6 min. 

On place ensuite le tube a hydrolyse dans un autre 
bain-marie REACTI-THERM, avec agitation, a une temperature 
de 45°C, puis, apres stabilisation a cette temperature, on 
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ajoute 0,08 ml de tampon acetate de sodium IN, amene a pE 
3,5 avec de I'acide acetique. On ajoute 5 ]il d'isoamylase a 
59000 U/ml (enzyme isolee de Pseudomonas amyloderamosa de 
HAYASHIBARA) et on incube a ^S'C pendant 2h30. On arrete 
5 . ensuite la reaction en portant le milieu reactionnel a 100"C 

pendant 3 min. 

On ' realise en parallele une operation identique sur 
17,6 mg d' amylopectine non modifi^e, ce qui constitue le 
temoin de la reaction. 

10 Les resultats obtenus' par chromatographie anionique 

avec detection amperometrique (DIONEX) indiquent une 
majority de,.,chaines de D.P. 6, D.P. 7 et D. P.- 8, aVec tres 
peu de D.P. 1 a D.P. 5 pour 1 ' amylopectine standard, tandis 
que les r6sultats correspondant 4 1 'amylopectine modi f iee 

15 indiquent au contraire une majorite de chalnes de D.P. 1 a 
D.P. 5, ce qui traduit une redistribution des longueurs de 
chalnes glucosidiques . 
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REVEND I CAT IONS 

1. Procede de preparation d*un melange d' enzymes de 
branchement de I'amidon extraites d'algues unicellulaires 
caracterise par le fait que I'on : 

5 a. modifie une algue unicellulaire de maniere a ce 

qu'elle n'exprime plus d'activite debranchante de I'amidon, 

b, traite .cette algue unicellulaire modifiee de maniisre 
a obtenir un extrait a-cellulaire concentre, 

c. effectue un tamisage moleculaire de cet extrait a-' 
10 cellulaire concentre de maniere a obtenir ledit melan^Je 

d' enzymes de branchement de I'amidon extraites d'algues. 

2. Procede selon la revendication 1, caracterise -par le 
fait que I'on conduit I'etape' a en modifiant I'algUe 
unicellulaire par une technique de mutation par insertion, 

15 3. Procede selon I'une ou 1' autre des revendications 1 

et 2, caracterise par le fait que I'on conduit I'etape b en 
effectuant une lyse de 1' algue unicellulaire de maniere 
mfecanique, sonique, chimique ou enzymatique, de preference 
de maniere mecanique. 

20 4. Procede. selon I'une quelconque des revendications^ 1 

a 3, caracterise par le fait que I'on conduit I'etape c en 
effectuant un tamisage moleculaire par une technique de 
separation chromatographique ou de separation sur membrane 
d' ultrafiltration , de preference par une technique de 

25 separation chromatographique sur gel filtration,. 

5. Procede selon I'une quelconque des revendications 1 
a 4, caracterise par le fait que I'algue unicellulaire est 
1' algue verte Chlamydomonas reinhardtxl . 

6. Procede selon la revendication 5, caracterise par le 
30 fait que 1' algue verte Chlamydomonas reinhardtii est 

depourvue d'activite debranchante de I'amidon par mutation 
par insertion au niveau du locus stal . 
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7. Composition enzymatique caracterisee en ce qu'elle 
contient un melange d' enzymes de branchement de I'amidon de 
type I et de type II extrsites d'algues unicellulaires et en 
ce qu'elle est significativement, voire totalement appauvrie 

5 en enzymes a activites amylasique et debranchante de 
1 ' ami don 

8. Precede de modification de I'amidon et de ses 
derives, caracterise par le fait que I'on fait agir sur 

•I'amidon et/ou sur I'un au moins de ses derives un melange 
10 d' enzymes de branchement de I'amidon extraites d'algues 
unicellulaires obtenu par la mise en oeuvre d'un procede 
conforme a I'une quelconque des revendications 1 a 6 .ou une 
composition enzymatique conforme a 1-a revendication 7. 

9. Amidons et derives d'amidon modifies susceptibles 
15 d'etre obtenus par la mise en oeuvre d'un procede conforme 

a la revendication 8. 
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